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Kasus resistensi antibiotik terhadap bakteri telah banyak terjadi, dimana hal yang 
menyebabkan resistensi tersebut karena bakteri mengalami penyesuaian agar tetap hidup jika 
diberikan antibiotik. Terjadinya mutasi pada asam amino tertentu menjadi salah satu penyebab 
utamanya, contohnya terdapatnya gen tem, yang merupakan jenis ESBL kelas A dimana terjadi 
mutasi pada grup asam amino tertentu. Analisis secara molekuler semakin membantu dengan 
menggunakan metode PCR, yang menghasilkan jutaan salinan DNA. Keberhasilan PCR 
dipengaruhi oleh suhu annealing yang optimal dalam proses penempelan primer, sehingga 
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh suhu annealing terhadap keberhasilan 
amplifikasi gen tem menggunakan primer dengan %GC rendah dan jumlah basa sedikit. Metode 
yang digunakan dalam pengujian in vitro berbasis molekuler dengan menggunakan ekstraksi 
DNA Kit, PCR dan elektroforesis. Primer yang digunakan merupakan primer spesifik terhadap 
gen tem yaitu primer forward 5’AAAATTCTTGAAGACG3’ dan reverse 
5’TTACCAATGCTTAATCA3’. Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa suhu 
annealing mempengaruhi keberhasilan amplifikasi DNA, dimana pada suhu annealing 50oC 
terjadinya amplifikasi dengan panjang basa yang tepat. Pengaruh tersebut ditunjukkan dari hasil 
elektroforesis berupa pita DNA gen tem berwarna merah dengan ukuran 1073 bp, dan tidak 
terdapatnya smear. 
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PENDAHULUAN 
ESBL (Extended Spectrum Beta-
Lactamase) merupakan enzim yang 
mempunyai kemampuan dalam 
menghidrolosis antibiotik golongan 
monobaktam, sefalosporin generasi satu, 
dua dan tiga serta penisilin, yang 
menyebabkan resistensi ke seluruh 
antibiotik tersebut. ESBL pertama kali 
diidentifikasi pada tahun 1982, ketika 
wabah infeksi Klebsiella pneumoniae di 
Rumah Sakit Jerman. Sejak saat itu, lebih 
dari 200 varian ESBL telah berhasil 
diidentifikasi, yang awal mulanya 
diidentifikasi  dari K. Pneumoniae 
ditransfer ke Eschericia coli, dengan cepat 
menyebar ke seluruh dunia.(1)(2) 
Gen tem (Temoneira) merupakan 
salah satu gen pembawa ESBL yang di 
dapat dari mutasi yang mengubah 
konfigurasi asam amino di sekitar daerah 
aktif dari beta laktamase. Gen tem termasuk 
ke dalam enzim ESBL kelas A, bersama 
dengan gen shv dan ctxM. Gen tem pertama 
kali diidentifikasi pada tahun 1966, dari 
isolat bakteri E. coli yang berhasil diisolasi 
dari pasien bernama Temoneira di 
Yunani.(3)(4) 
Diagnosis molekuler adalah suatu 
metode diagnosis yang bertujuan untuk 
memahami mekanisme molekuler suatu 
penyakit, yang sangat menguntungkan 
dalam peningkatan keamanan penghantaran 
obat dan keefektivan terapi. Teknik 
identifikasi secara molekuler, salah satunya 
dengan amplifikasi DNA menggunakan 
metode PCR (Polymerase Chain Reaction). 
PCR merupakan suatu metode enzimatis 
dalam bidang biologi molekuler, yang 
bertujuan untuk melipatgandakan secara 
eksponensial suat sekuen nukleotida 
tertentu dengan jumlah kelipatan ribuan 
hingga jutaan salinan secara in vitro.(5)(6) 
PCR pertama kali dikembangkan 
pada tahun 1984 oleh seorang biokimiawan 
bernama Kary Mullis. PCR pada awal 
perkembangannya, hanya digunakan 
sebagai metode untuk melipatgandakan 
DNA, kemudian berkembang selain untuk 
melipatgandakan, juga bisa melakukan 
kuantitasi molekul mRNA. Proses PCR 
merupakan proses siklus yang berulang, 
meliputi tahapan denaturasi, annealing, dan 
ekstensi.(6)(7) 
Annealing merupakan tahapan 
penempelan primer, yang sangat 
mempengaruhi keberhasilan dari proses 
amplifikasi menggunakan PCR. Primer 
yang digunakan pada umumnya berukuran 
18-25 basa nukleotida dan mengandung 50-
60% G+C.(8) Primer dengan %GC rendah 
dapat menurunkan efisiensi proses PCR, 
yang disebabkan karena primer tidak 
mampu berkompetisi untuk menempel 
secara efektif pada DNA cetakan.(9) 
Tahapan annealing, terdapat 
beberapa faktor yang mempengaruhi 
keberhasilan dari amplifikasi, salah satunya 
adalah suhu, karena proses penempelan 
primer pada DNA yang sudah terbuka, 
memerlukan suhu yang optimal. Suhu 
annealing apabila terlalu rendah, primer 
akan menempel pada sisi lain dari DNA, 
akibatnya DNA yang terbentuk memiliki 
spesifitas yang rendah, sedangkan apabila 
terlaluu tinggi, dapat menyebabkan 
gagalnya amplifikasi karena tidak terjadi 
penempelan primer.(10) Suhu annealing 
bergantung pada panjang ukuran primer dan 
%GC dari primer tersebut, dimana semakin 
panjang dan tinggi %GC, maka semakin 
tinggi suhu yang digunakan. Suhu 
annealing berkisar antara 36-72oC, namun 
biasanya digunakan 50-60oC.(8) 
Proses annealing karena merupakan 
salah satu proses yang sangat penting, maka 
perlu untuk mencari suhu optimum, 
sehingga diharapkan bisa diperoleh DNA 
hasil dalam jumlah yang maksimum pada 
daerah yang ditargetkan, sehigga 
memudahkan dalam analisis DNA. Tujuan 
dari penelitian ini yaitu mengetahui 
pengaruh suhu annealing dalam proses 
amplfikasi gen tem menggunakan primer 
dengan %GC rendah, sehingga didapa suhu 
annealing yang paling optimum untuk 
mendapatkan DNA dengan spesifitas cukup 
tinggi. 
METODE PENELITIAN 
Penelitian ini dilakukan secara in 
vitro dengan menggunakan metode biologi 
molekuler yaitu Polymerase Chain 
Reaction (PCR) konvensional. Bahan yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah 
kultur bakteri E. coli, Primer forward 
5’AAAATTCTTGAAGACG3’ dan primer 
reverse 5’TTACCAATGCTTAATCA3’, 
GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit, 
agarosa, DNA Ladder 100 - 10000 bp,  
Loading dye, GelRed, KAPA Taq ReadyMix 
PCR Kit, RNAse Free Water, Mueller 
Hilton Agar (MHA), Nutrien Broth (NB), 
aquades, etanol absolut, buffer TAE. 
1.  Isolasi Bakteri E. coli 
Diambil stok bakteri dan vortex, 
digores bakteri pada media. Diamkan 
selama 30 menit, lalu inkubasi selama 24 
jam dengan suhu 37°C. Diambil kultur 
tunggal E. coli pada cawan petri dan 
digoreskan pada media agar miring, dan 
diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 
37°C. Diambil bakteri pada agar miring lalu 
dimasukan pada media cair lalu 
homogenkan, diinkubasi dengan suhu 37°C 
selama 24 jam. 
2. Ekstraksi Bakteri 
Kultur bakteri E. coli dalam media 
cair diambil dan di masukkan kedalam tube 
PCR dan di sentrifugasi dengan kecepatan 
6000 rpm selama 2 menit, ditambahkan 
buffer R1 dan proteinase K dan diinkubasi 
pada suhu 37˚C selama 20 menit. 
Disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm 
selama 3 menit, diresuspensi dengan buffer 
R2 dan proteinase K. Diinkubasi pada suhu 
65°C selama 20 menit dan digojog setiap 5 
menit. Ditambahkan buffer BG dan 
diinkubasi pada suhu 65˚C selama 10 
menit. Ditambahkan etanol absolut dan 
dipindahkan sampel ke kolom lalu 
sentrifugasi kembali dengan kecepatan 
10000 rpm selama 1 menit. Dicuci dengan 
wash buffer dan disentrifugasi dengan 
kecepatan 10000 rpm selama 1 menit. 
Disentrifugasi kembali dengan kecepatan 
10000 rpm selama 1 menit. Terakhir 
pindahkan kolom ke dalam mikrotube dan 
ditambahkan elution buffer TE. 
Disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm 
selama 1 menit.  
3. Amplifikasi Gen tem 
Tahap pertama dilakukan dengan 
mencampurkan KAPA Taq ReadyMIX PCR 
Kit 1x, primer forward, primer reverse, 
RNAse free water, dan DNA template 
hingga 12,5 µl kemudian dimasukan ke 
dalam PCR tube. Dilakukan amplifikasi 
dengan parameter siklus teridiri dari 
denaturasi awal pada 94oC selama 3 menit, 
diikuti oleh 35 siklus masing-masing 
denaturasi pada 94oC selama 30 detik, 
annealing pada 40oC; 50oC; 55oC; 60oC 
selama 30 detik, amplifikasi pada 72oC 
untuk 2 menit dan ekstensi akhir pada 72oC 




Di buat  2% (b/v) gel agarosa dalam 
larutan buffer TAE  1X dan ditambahkan 
pewarna gel red. Dimasukkan ekstraksi 
DNA yang sudah ditambahkan loading 
buffer kedalam sumur yang terbentuk. 
Ditambahkan DNA ladder pada bagian 
sumur. Dihubungkan alat elektroforesis 
tersebut dengan power supply yang telah 
diatur dengan voltase 95 volt selama 1 jam. 
Diamati pita-pita yang terbentuk dengan 
menggunakan lampu UV dan bandingkan 
dengan DNA ladder. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Isolasi bakteri merupakan suatu 
proses dalam memisahkan suatu bakteri 
dari lingkungannya dan menumbuhkannya 
sebagai biakan murni dalam medium 
buatan. Medium yang digunakan adalah 
medium padat (MHA) dan medium cair 
(NB). Hasil biakan yang didapatkan dari 
medium padat dilihat pada gambar 1, dan 
medium cair pada gambar 2. 
 
Gambar 1. Hasil Isolasi Bakteri E. coli pada 
Media MHA 
Morfologi koloni bakteri E. coli pada 
media, bergantung pada beberapa faktor, 
diantaranya adalah media biakan, suhu dan 
waktu inkubasi. Karakterisasi morfologi 
bakteri secara makroskopis dapat dilakukan 
dengan mengamati bentuk, tepian, elevasi 
dan warna koloni.(11) Hasil pengamatan 
makroskopis koloni E. coli menunjukkan 
bahwa bentuk koloni bakteri E. coli 
didominasi oleh bentuk bulat. Tepian 
koloni E. coli menunjukkan tepian yang 
utuh dan tidak bergelombang. Elevasi atau 
ketinggian koloni, dimana sebagian besar 
koloni E. coli timbul mendatar pada media. 
Warna bakteri E. coli secara makroskopis 
yaitu berwarna kuning-putih. 
 
Gambar 2. Hasil Isolasi Bakteri E. coli pada 
Media NB 
Hasil pengamatan secara 
makroskopis bakteri E. coli pada media cair 
didapatkan bahwa E. coli menyebar pada 
seluruh media cair. Pertumbuhan bakteri E. 
coli pada media cair menghasilkan tingkat 
kekeruhan yang cukup tinggi, dimana 
apabila dibiarkan selama beberapa saat, 
maka akan terjadi endapan yang dapat 
kembali seperti semula. Kekeruhan 
merupakan indikator terjadinya 
pertumbuhan bakteri, dimana semakin 
keruh medium cairnya, maka pertumbuhan 
bakteri akan semakin banyak. 
Ekstraksi DNA merupakan tahapan 
yang sangat penting dalam analsis yang 
berbasis molekuler, dan sangat menentukan 
dalam keberhasilan tahapan selanjutnya. 
Diperlukannya DNA dengan kualitas dan 
kuantitas yang memadai untuk analisis 
molekuler, seperti PCR. Metode ekstraksi 
dalam penelitian ini yaitu ekstraksi kit 
menggunakan GF-1 Bacterial DNA 
Extraction Kit.  
Ada tiga langkah utama dalam 
tahapan ekstraksi DNA, yaitu perusakan 
dinding sel (lisis), pemisahan DNA dari 
bahan padat seperti selulosa dan protein, 
dan pemurnian DNA. Melalui proses 
tersebut, DNA dipisahkan dari komponen-
komponen lain seperti protein, RNA, dan 
lemak. Tahapan awal dalam ektraksi DNA 
E. coli yaitu perusakan (lisis) dinding sel E. 
coli menggunakan buffer R1 dan R2. Untuk 
membantu proses pelisisan dinding sel ini, 
ditambahkan pula proteinase K, yang dapat 
memotong-motong dan memutus ikatan-
ikatan peptida pada protein yang menyusun 
sel E. coli. 
Tahapan kedua yaitu memisahkan 
DNA dari bahan padatan seperti selulosa 
dan protein menggunakan buffer BG dan 
etanol. Dan tahap terakhir yaitu pemurnian 
DNA dilakukan dengan penambahan 
elusion buffer dengan cara mengelusi DNA 
sehingga DNA terkumpul ke dasar tabung.  
Isolat DNA yang telah didapatkan 
sebelumnya, kemudian dilakukan 
amplifikasi menggunakan metode PCR. 
Amplifikasi DNA merupakan teknik yang 
mampu melipatgandakan untai DNA hasil 
ekstraksi agar dapat dianalisis menjadi lebih 
jelas. Metode PCR yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah PCR, yang 
memerlukan tahapan elektroforesis untuk 
mengetahui hasil dari amplifikasi DNA 
yang telah dilakukan. 
Primer yang digunakan merupakan 
primer spesifik terhadap gen tem-105 yang 
terdiri dari primer forward 5’ 
AAAATTCTTGAAGACG 3’ dan primer 
reverse 5’ TTACCAATGCTTAATCA 3’. 
Primer ini berfungsi pada proses 
pembentukan atau pemanjangan DNA gen 
tem-105 secara in vitro, dimana primer 
masing-masing terletak di kedua ujung 
fragmen target, yaitu primer forward (arah 
sintesis maju) dan primer reverse (arah 
sintesis terbalik), yang dikatalis oleh DNA 
polimerase. 
Proses denaturasi merupakan salah 
satu tahapan yang harus teliti dan tepat 
dalam penggunaan suhu yang akan 
digunakan dalam prosesnya, karena apabila 
pemilihan suhu denaturasi tidak tepat, maka 
dapat mengakibatkan proses denaturasi 
semakin cepat terjadi. Pemilihan lamanya 
proses denaturasi juga mempengaruhi 
keberhasilan dari proses PCR, dimana 
apabila proses denaturasi yang lama atau 
penggunaan waktu yang kurang tepat, maka 
kinerja dari taq polymerase akan terhambat, 
hingga menghambat pula dalam 
keberhasilan produk PCR. 
Pemilihan suhu annealing merupakan 
tahapan yang dapat mempengaruhi 
keberhasilan amplifikasi, karena proses 
penempelan primer pada untai DNA yang 
sudah terbuka, memerlukan suhu yang 
optimal. Suhu yang dipilih apabila terlalu 
tinggi maka dapat menyebabkan gagalnya 
amplifikasi karena tidak terjadi penempelan 
primer, sebaliknya apabila suhu terlalu 
rendah, menyebabkan primer menempel 
pada sisi lain, yang mengakibatkan DNA 
yang terbentuk memiliki spesifitas yang 
rendah. Pemilihan suhu annealing 
didasarkan pada primer yang digunakan, 
yang dalam penelitian ini, primer memiliki 
%GC yang rendah yaitu 31,25% untuk 
primer forward, dan 29,41% untuk primer 
reverse, sehingga suhu annealing yang 
digunakan tidak boleh terlalu tinggi, agar 
meningkatkan keberhasilan proses PCR. 
Hasil amplifikasi PCR tadi, 
selanjutnya dilakukan analisis 
menggunakan metode elektroforesis. 
Elektroforesis merupakan suatu metode 
yang didasarkan pada pergerakan molekul-
molekul dalam medan listrik, yang 
dipengaruhi oleh bentuk, ukuran, dan besar 
muatan dari molekul. Keberhasilan dari 
metode elektroforesis dipengaruhi salah 
satunya adalah pemilihan medium 
pemisahnya. Medium yang dipilih dalam 
penelitian ini yaitu gel agarosa, dimana 
memiliki keuntungan yaitu lebih sederhana, 
laju pemisahannya lebih cepat membentuk 
fragmen-fragmen dan tidak bersifat toksik, 
yang cocok untuk pemisahan DNA dengan 
ukuran sedang dan besar. 
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Gambar 3. Visualisasi Gen tem 
menggunakan UV 254 nm. (i) annealing 
40oC, A= ladder; B= tem. (ii) annealing 
50oC, A= ladder; B= tem. (iii) annealing 
55oC, A= ladder, B= tem. (iv) annealing 
60oC, A= ladder, B= tem. 
Keberhasilan amplifikasi fragmen 
DNA dipengaruhi oleh beberapa faktor, 
salah satunya pemilihan primer dan suhu 
serta lamanya siklus. Optimasi PCR perlu 
dilakukan, untuk mendapatkan produk PCR 
yang lebih spesifik. Hasil amplifikasi PCR 
dengan berbagai suhu annealing yang 
berbeda (40oC, 50oC, 55oC, 60oC) dengan 
jumlah siklus sebanyak 35 siklus, yang 
diidentifikasi dengan elektroforesis dengan 
agarosa 2% dapat diamati pada gambar 3. 
Gambar 3(i) dengan suhu annealing 
40oC, menunjukkan pita DNA yang masih 
belum terpisah dengan komponen-
komponen lain, yang disebabkan karena 
suhu annealing yang digunakan terlalu 
rendah, menyebabkan primer menempel 
pada daerah yang berbeda, sehingga 
spesifitasnya menjadi rendah. Gambar 3(iii) 
dan 3(iv) dengan suhu annealing 55oC dan 
60oC tidak terbentuk pita, hal ini 
menunjukkan bahwa suhu annealing yang 
digunakan kurang sesuai dengan 
primer,menyebabkan proses amplifikasi 
PCR tidak berhasil dilakukan, dikarenakan 
terlalu tingginya suhu annealing, sehingga 
tidak terjadinya penempelan primer. 
Gambar 3(ii) memperlihatkan bahwa 
suhu annealing pada 50oC dapat 
mengamplifikasi DNA, dimana pada suhu 
ini terlihat bahwa pita yan terbentuk cukup 
tebal dan terang. Intensitas pita yang 
semakin meningkat, menunjukkan bahwa 
kunatitas DNA yang terbentuk semakin 
banyak, dan tidak adanya smear yang 
terbentuk, menunjukkan bahwa DNA yang 
diamplifikasi tidak terdapat komponen-
komponen pengotor. Keadaan tersebut, 
dapat menunjukkan bahwa penggunaan 
suhu annealing sesuai untuk primer yang 
digunakan, yang memiliki Tm 
(Temperature melting) untuk primer 
forward yaitu 38,87oC dan primer reverse  
yaitu 40,34oC, sedangkan %GC untuk 
primer forward sebesar 31,25% dan primer 
reverse sebesar 29,41%. 
Visualisasi hasil elektroforesis 
menggunakan lampu UV dengan panjang 
gelombang 254 nm. Hasil yang didapatkan 
didukung berdasarkan analisis 
menggunakan NCBI, dimana full sequence 
dari gen tem-105 yaitu 1080 bp. Akan 
tetapi, berdasarkan primer yang digunakan, 
akan menghasilkan produk amplifikasi 
dengan ukuran 1073 bp. Berdasarkan hasil 
tersebut, isolat bakteri E. coli yang di 
analisis, mengandung gen resisten tem-105. 
Teridentifikasinya gen tem-105 ini 
menunjukkan bahwa terdapatnya resistensi 
pada bakteri E. coli terhadap antibiotik 
golongan beta laktam, salah satunya 
kombinasi antibiotik ampisilin-sulbaktam. 
Gen tem-105 termasuk kealam golongan 
ESBL, yang mana gen ini terdapat di 
plasmid bakteri. Gen tem-105 mengalami 
mutasi dan berubah konfigurasi asam 
aminonya di bagian akhir beta-laktamase. 
Inhibitor resistant beta-laktamase (derivat 
tem) menyebabkan resistensi di amino dan 
carboxy-pennicillin dan tidak mempunyai 
sinergi dengan antibiotik. Derivat tem ini 
menghasilkan resistensi terhadap kombinasi 
amoksisilin-klavulanat, ampisilin-
sulbaktam, dan tikarsilin-klavulanat.(12) 
KESIMPULAN 
Berdasarkan hasil penelitian, dapat 
disimpulkan bahwa suhu annealing optimal 
yang digunakan untuk amplifikasi gen tem 
menggunakan primer dengan %GC rendah 
adalah suhu 50oC yang menghasilkan pita 
DNA pada 1073 bp. 
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